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W roku 1958 uplynie p6t wieku od chwili, kiedy Julian Nowak
opublikowal wyniki swych pieknych prac na lamach Annales d’Institut
Pasteur. Byla to pierwsza polska praca dotyczaca Brucella. Nawigzujac
do znaczenia dorobku naukowego tego znakomitego badacza polskiego
pragniemy uwazat przedstawione tu wyniki naszych badan za wyraz
checi kontynuowania jego trudu.

Zebrana po raz pierwszy w Polsce kolekcja szczepow Brucella, obej-
mujaca 121 szczepow krajowych i 22 zagranicznych, zostala poddana
analizie mikrobiologiczne].

WEASCIWOSCI MORFOLOGICZNE I WZROSTOWE SZCZEPOW KRAJOWYCH

Sg to drobne, gramujemne, owalne lub nieco wydiuzone pateczki,
0,6 -1,5 u dtugosci 1 0,3-0,5 p szerokosci. Brucella wystepuja w mikro-
skopie elektronowym w postaci jajowatych komorek, oddzielnie rozmiesz-
czonych w polu widzenia (fot. 1). Zauwazono réinice w ksztalcie 1 wiel-
kosci miedzy paleczkami: Brucella, Pasteurella tularense, P. multocida
i P. rodentium. Zbadane szczepy krajowe nie wykazaly obecnosei otoczek.

Miedzy szezepami w fazie S i R spostrzegaliSmy pewne réznice morfo-
logiczne. Jajowate paleczki fazy S sa uloione pojedynczo, barwig sie
silnie. Pateczki fazy R sa wydluzone, czasem ukladaja si¢ w krotkie
laficuszki lub nitki i barwia sie slabiej. Paleczki fazy S ukladaja sie
w preparatach z hodowli stalej i plynnej w duze zbite masy, w odrdz-
nieniu od fazy R, ktérej paleczki ukiadaja si¢ luZniej. Ruch brownowski
paleczek fazy S jest Zywszy anizeli fazy R. Paleczki fazy M (Sluzowate)
nie wykazuja $luzowatych otoczek, natomiast ukiad ich jest podobny
do ukiadu w fazie R.

Wsréd badanych przez nas szezepéw 22 rosly tylko przy zwigkszonym
czasteczkowym cisnieniu CO,, mimo e s to szczepy przechowywane
w muzeum przez okres od kilku miesiecy do kilku lat.

Na podlozach stalych badane szezepy wykazujg duza zmiennod¢, co
omdwione bedzie dalej. Spotyka sig kolonie pélkuliste, wypukle, okragle,
o réwnym brzegu, przeswiecajgce, homogenne, lub lekko ziarniste.

Potwierdziliémy w czasie tych badan wyniki Zdrodowskiego
(1948), dotyczgce réznic migdzy fazami § i R Brucella.
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METODYKA BADAN

Metoda badania kolonii Brucella wedlug Henry'ego (1933) (w modyfikacji wla-
snej}: Stosowano duZe plytki Petriego (najmniej 12 em érednicy) z podlozem agaro-
wym Brauna. Podloze lekko wysuszano (nie wigcej niz 10 minut) w temperaturze
37°. Oczko ezy hodowli z bulionu watrobowego przenoszono ha agar Brauna,
rozprowadzajac materiat kolankiem zgietej pipetki pasteurowskiej dokladnie po calej
powierzchni agaru. Plytki wstawiano do cieplarki (37), ukladajac je dnem na dét
Po 24 -48 godzinach obserwowano plytki pod lupa binokularng ofwietlajac je
kolejno dwoma lampami. Jedna lampke umocowano na stelazu w odlegloSci okolo
25 cm od stolika lupy tak, aby snop $wiatla padal z géry na kolonie pod katem 45°.
W takim ofwietleniu widoczne sg ksztalt, powierzchnia, potysk, barwa i konsystencja
kolonii. Drugg lampke umieszczano w tej samej odleglosci u dolu, tak aby o§wie-
tlata obiekt pod katem 45°. W takim o§wietleniu zarysowuja sie wyrainie rdznice
struktury kolonii §, R, SR, M itd. Nastepnie bdrwiono kolonie metodg Henry-Brauna
i ogladano okiem nieuzbrojonym oraz pod lupa.

Kolonie § maja barwe niebiesks, zielonkawoniebieska lub szaroniebieska, sz
wilgotnawe, blyszczace, a powierzchnia ich jest gtadka.

Kolonie fazy R sa nieprzejrzyste, matowe, konsystencji suchej i kruchej, barwy
bialawozébltej, o brzegu réownym; czasem na pozywce nadmiernie wilgotnej brzeg
jest poszarpany, wykazujgc klinowate wycinki.

Kolonie SR, z wygladu .podobne do kolonii S, daja zjawisko autoaglutynacji.

Kolonie RB majg charakterystyczna barwe kasztanowobrazowa; sa mniejsze od
kolonii 8§ i R, czasem §luzowate (faza M).

W koloniach fazy M wyrdiniaja niektorzy dysocjanty My, Mas, Ma.

METODY ROZNICOWANIA KOLONII FAZY S1 R

Z uwagi na duze znaczenie réinicowania faz § i R poddaliSmy analizie poréw-
nawczej rézne metody.

Zastosowano metode fermoaglutynacii (Burnet, 1928). Odczyn zlepny z fuksyny
zasadowg di Aichelburga, aglutynacje akryflawinows (trypaflawinowa) (Alessan-
drini-Sabatucci, 1931), aglutynacje riwanolowa Zagrodzkiego i Zylbertala
(Zagrodzki 1938), aglutynacje kwasng w plynach buforowych wedlug Clarka
i Lubsa, prébe wedlug Henry*ego i Brauna, polegajgca na barwieniu calych kolonii
in situ roztworem fioletu goryczkowego.

White i Wilson (1951) zbadali przydatnoéé innych barwnikéw. Okazalo sieg,
ze safranina 0 nadaje sie réwniez do réznicowania faz. Kolofiie S sg niezabarwione
lub majg barwe szarordzows. Kolonie R sa barwy rézowopomaranczowej. Eozyna,
zielen brylantowa, fuksyna kwasna, zielefi metylowa, czerwieni kongo, zielen mala-
chitowa i czerwieni sudanu — s mniej przydatne,

Szczepy kolekeji krajowej badanc przy pomocy zmodyfikowanej metody Hen-
ry’ego, metody Brauna i metody Burneta, Kaidy szczep badano w wysiewach
z hodowli muzealnych oraz pe przepasazowaniu przez organizm $winek morskich
i m%wfszl); Szczepy wyosobniano z narzadow tych zwierzat przy uzyciu mozdzierzykow
Griffitha.

WYNIKI BADAN

Wsréd badanego materialu znaleziono 9 typoéw kolonii (rys. I, fot.
2 - 4), a mianowicie:

Typ I: Kolonie duZe, o powierzchni gladkiej. Barwa stalowosinawa
przy obserwacji metodg Henry'ego i jasnozéita — metoda Brauna. Termo-
aglutynacja nie wystepuje (kolonie fazy S).

Typ II: Kolonie okragle, o powierzchni gladkiej lub lekko ziarnistej,
brzegu réwnym, odcieniu niebieskawoszarym (metoda Henry'ego), barwa
z6lta, nakrapiana fioletowo (metoda Brauna). Slaby osad zlepny przy
termoaglutynacji (kolonie Sr). '

Typ III: Kolonie duze, $rodek o powierzchni gladkiej, barwy szarawej
i wal ziarnisty o odcieniu stalowosinym (metoda Henry'ego) lub $rodek
z6ltofioletowy, wal jasnofioletowy (metoda Brauna). Dodatni odczyn ter-
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Metoda Henryego (zmodyfikowana) Metoda Brauna

o fiolet
Ty IV niebicskawe
| S R" {ekko ziarniste 2otte
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Tup VI . zdocisto szare
pr'f =" zarnisto szkliste
’ C2Erwono
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kasztanowate
Tup Vil gladkie
M Zotte
fioletowe
_~ Zotle, kaszianowate
Typ ViII gfadkie ' )
.Mk Szaro niebieskie
zarniste Zotte
kopulaste fioletowe
Typ D,,( szare
.SP promieniste
Zptte

fioletowe
Rys. 1. Schematy kolonii réznych taépéw badanych wediug metody Henry'ego
i Brauna.
Fig. 1. Colony types of Brucella as observed in the methods of Braun and Henry
’ (schematically)

Approved For Release 2008/04/29 : CIA-RDP80T00246A003800210011-5



Approved For Release 2008/04/29 : CIA-RDP80T00246A003800210011-5

374 J. Parnas { A. Chodkowski

moaglutynacji. Wat kolonii ma czasem charakter nieco gluzowaty (kolonie
fazy S™™m),

Typ IV: Kolonie mieszane, owalne splaszczone, o powierzchni szaro-
zoltej i ziarnistej (R) jednej kolonii oraz gladko niebieskawej (S) drugiej
kolonii (metoda Henry’ego). Przy zastosowaniu metody Brauna jedna
z kolonii zabarwia sig z6tto (S), druga fioletowo (R). W odczynie termo-
aglutynacji obfity osad i utrzymujace sie zmetnienie (kolonie typu SR).

Typ IVi: Kolonie o wygladzie i ksztaleie nie opisanym dotad w pi-
Smiennictwie, niepodobne do kolonii Brucella. Niewatpliwie obserwowano
juz je nieraz, lecz zaliczano do saprofitéw. Bakterie z tych kolonii wy-
kazuja wszystkie wlagciwosci biochemiczne i serologiczne Brucella. Czesé
Srodkowa kolonii jest owalna lub okragta, o powierzchni gladkiej, odeieniu
z0ltym, otoczona plaskim walem o brzegach nieréwnych, budowie ziar-
nistej, odcieniu stalowosinym (metoda Henry’ego). Kolonia przypomina
ksztaltem amebe. Przy zastosowaniu metody Brauna cze$é srodkowa ma
zabarwienie z6lte, za§ zewnetrzna — fiolelowe. W odczynie Burneta
stwierdza sie osad zlepny i zmetnienie plynu powyzej osadu (faza RS).

Typ V: Kolonie typu przejéciowego, male, o odcieniu stalowym, po-
wierzchni ziarnisto-szklistej (metoda Henry’ego) lub jasnofioletowe (me-
toda Brauna). Ziarnisto-szklisty charakter powierzchni kolonii przyrow-
nujg autorzy amerykahscy do grudki drobno sproszkowanego szkla. Od-
¢zyn termoaglutynacji — ujemny (typ posredni I).

Typ VI: Male, pojedynczo utozone kolonie o brzegu poszarpanym, po-
wierzehni ziarnisto szklistej (jakby drobno sproszkowane szklo), odcieniu
zlocistoszarym (metoda Henry’ego) lub czerwonofioletowym {metoda
Brauna). Odeczyn termoaglutynacji wybitnie dodatni (typowa faza R).

Typ VIL: Spotykany u niektérych szezepéw odmiany suis. Duze ko-
lonie, skladajgce sie z czesci $rodkowei, okraglej i gladkiej, z odcieniem
kasztanowatym i walem $luzowatym {metoda Henry’ego). Przy obser-
wacji metoda Brauna $rodek jest koloru zoltego, za$ wal fioletowego.
Termoaglutynacja ujemna (typ M).

Typ VIII: W piSémiennictwie nie spotkalismy opiséw ani fotografii
tych kolonii, ktére obserwowaliémy u odmiany bovis trzykrotnie. Kolonie
skiadaja sig z czeSci obwodowej o powierzchni ziarnistej i odcieniu szaro-
niebieskawym i z czesci srodkowej, ktéra wznosi sie ku gdérze kopulasto
1 jest odgraniczona od czeici obwodowej charakterystycznymi kopulami.
Calo$¢ kolonii przypomina wyroslg babke. Przy metodzie Brauna czesé
$rodkowa ma barwe zéitg (S), czes¢é obwodowa fioletowy (R). Termo-
aglutynacja ujemna (faza M,).

Typ IX: Kolonie o charakterystycznym wygladzie promienistym, opi-
sane juz przez Huddlesona. Sg one sredniej wielkosei o odeieniu szara-
wym, z wyraznymi prazkami idacymi od $rodka ku obwodowi {metoda
Henry'ego). Przy =zastosowaniu metody Brauna kolonie sg zabarwione
z6lto, za$ promienie fioletowo. Slaby odczyn termoaglutynacji (faza SP).
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COLONIAL VARIATION IN BRUCELLA

Summary

About 160 strains of Brucella isolated in Poland were examined in respect
of colonial wvariation.

Nine types of colonies were observed and two new colony forms not previously
noticed (type IV and IX) were described (Fig. I, phot. 2 -4},

The methods of examination of colonial variation in Brucella were compared
and the significance of this variation was discussed.
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Tablica I
Fot. 1. Brucella brucei v. bovis
Fot. 2. Zmiennos¢ Brucella. Kolonie S (z lewej strony), R (z prawej strony).
Fot. 3. Zmienno§¢ paleczek Brucella. Kolonie S i R.
Fot. 4. Zmiennoi¢ palteczek Brucellz. Kolonie typu I (S} i typu III (Sim),

Tabtle I

Phot. 1. Brucella brucei v. bovis
Phot. 2. Brucelle. Smooth colonies {(on the left) and rough (on the right)
Phot. 3. Brucella, Smooth and rough colonies
Phot. 4. Bruceila. Colonies type I () and type IIT (S™)
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TABLICA 1 — TABLE 1
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